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исследованы топоизомераза IIα (ТороIIα), 
аргирофильные белки, ассоциированные с 
ядрышкообразующими районами (Ag-Яор-
белки) и антиген Ki-67 в аденокарциноме 
легкого. определяли опухоли с низким и вы-
соким содержанием ТороIIα, Ag-Яор-белков 
и Ki-67. содержание ТороIIα имело связь с 
клинико-морфологическими параметрами 
(наибольшим размером, дифференцировкой 
опухоли) и маркерами пролиферации (Ag-
Яор-белками, Ki-67). Выживаемость больных 
аденокарциномой легкого с низким содержа-
нием ТороIIα лучше по сравнению с высо-
ким содержанием ТороIIα. Выживаемость 
больных аденокарциномой легкого зависит 
от взаимного содержания ТороIIα и клини-
ко-морфологических параметров (показатель 
Т, наибольший размер опухоли, показатель 
N, стадия, дифференцировка), маркеров про-
лиферации (Ag-Яор-белков). содержание 
ТороIIα в аденокарциноме легкого является 
независимым фактором прогноза. Взаимное 
исследование ТороIIα с клинико-морфоло-
гическими параметрами и содержанием Ag-
Яор-белков имеет прогностическое значение 
при аденокарциноме легкого.
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рак легкого занимает ведущее место в за-
болеваемости и смертности среди злокаче-
ственных новообразований. В последнее время 
отмечается неуклонный рост аденокарциномы 
легкого в группе немелкоклеточного рака лег-
кого без улучшения результатов лечения и вы-
живаемости таких больных. В связи с этим, 
ведется поиск морфологических признаков, 
определяющих выживаемость больных адено-
карциномой легкого.

В схемы химиотерапии аденокарциномы 
легкого включены препараты антрациклинового 
ряда, ингибирующие фермент топоизомеразу IIα 
(тороIIα), степенью активности которого и об-
условлена чувствительность опухоли к данным 
препаратам. тороIIα – белок с ферментативной 
активностью, участвующий в топологической 
сборке ДнК во время транскрипции, конден-
сации и сегрегации хромосом. Выявляется в 
клетках в S, G2, M фазы митотического цикла, 
в связи с чем, является также маркером проли-
феративной активности [1]. 

Для оценки пролиферативной активности 
общепризнанным и доступным является имму-
ногистохимическое определение уровня антиге-
на Ki-67. антиген Ki-67 выявляется в клетках 
в позднюю G1, S, G2, м фазы, однако, функци-
ональное значение этого ядерного белка в про-
цессе пролиферации до конца не известно. В 
многочисленных исследованиях показана связь 
этого маркера с прогнозом клинического тече-
ния опухоли [1,10]. 

В настоящее время исследование аргирофиль-
ных белков, ассоциированных с ядрышкообра-
зующими районами (Ag-Яор-белков) является 
общепризнанным маркером скорости клеточного 
цикла. До 75% окрашивания Ag-Яор-белков со-
ставляют два главных аргирофильных белка С23 
(нуклеолин) и В23 (нуклеофозмин), играющих 
важнейшую роль в синтезе рибосомальной рнК. 
Эти белки выявляются в ядрах клеток во все 
фазы клеточного цикла, количественно увеличи-
ваясь в 1,5-3 раза в S- и G2-фазы [13]. Показа-
на обратная зависимость между количественным 
содержанием Ag-Яор-белков и длительностью 
клеточного цикла [2], временем удвоения опу-
холи [5, 11]. 

анализ литературы показал противоречивый 
характер связи антигена тороIIα с клинико-мор-
фологическими параметрами, антигеном Ki-67, 
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Ag-Яор-белками и выживаемостью больных 
злокачественными опухолями [3,6,7,9,10,12,16]. 
Кроме того, отсутствуют работы, уточняющие 
взаимную связь антигена тороIIα с клинико-
морфологическими параметрами, антигеном 
Ki-67, Ag-Яор-белками и выживаемостью при 
аденокарциноме легкого.

исходя из вышеизложенного, целью работы 
является исследование антигена тороIIα во вза-
имосвязи с клинико-морфологическими параме-
трами, антигеном Ki-67, Ag-Яор-белками и вы-
живаемостью при аденокарциноме легкого.

Материал и методика

 исследованы 82 аденокарциномы легкого, удален-
ных за период 2007-2009 гг. в алтайском краевом онко-
логическом диспансере (случаи с м1 и множественными 
опухолями исключены из исследования). Средний возраст 
больных был 60 лет (от 47 до 75), 61 мужчина (74%) и 
21 женщина (26%). Выполнена лобэктомия 67 пациентам 
(82%) и пневмонэктомия 15 пациентам (18%). Пред- и по-
стоперационная химиотерапия не проводилась. Патогисто-
логическая характеристика опухолей определена согласно 
классификации TNM 7 пересмотра [14] и представлена 
в табл. 1. 

Кусочки ткани фиксировали 18-24 час. в 10% нейтраль-
ном забуфе-ренном формалине. После стандартной про-
водки операционного материала готовили гистологические 
срезы толщиной 4 мкм. Препараты окрашивали гематокси-
лином и эозином, шиК-реактивом/альциановым синим, по 
Крейбергу. иммуногистохимическим методом определяли 
тороIIα (клон JS5B4), антиген Ki-67 (клон MIB-1), цито-
кератины 7 (клон SP52) и 20 (клон SP33) в автоматиче-
ском стейнере Ventana XT. определяли индекс метки (им) 
тороIIα и Ki-67  — количество положительно окрашенных 
клеток от общего количества подсчитанных клеток (в про-
центах). В каждом случае исследовали 1000 клеток в 5-7 
полях зрения при увеличении х400. 

Для изучения Ag-Яор-белков срезы окрашивали азотно-
кислым серебром по одностадийной методике [15]. Перед 
окрашиванием срезы автоклавировали при 120˚С 20 мин., 
в 0,01 м цитратном буфере (рн=6,0) [15]. Докрашивание 
ядер не проводили, срезы заключали в канадский бальзам. 
В каждом случае определяли площадь Ag-Яор-белков (в 
мкм2) в ядрах 100-120 случайно выбранных клеток с 10-15 
цифровых изображений, полученных с соответствующих 
полей зрения микроскопа при увеличении х1000 (объектив 
х100, 1,25, oil). Компьютерный анализ изображений про-
водили в программе ImageJ 1.42. Для исключения ошибки 
измерений гранулы размером менее 0,1 мкм² исключены 
из анализа. В качестве внутреннего контроля окрашива-
ния использовали площадь Ag-Яор-белков в ядрах малых 
лимфоцитов [4]. находили индекс площади (иП) Ag-Яор-
белков  — частное от деления площадей Ag-Яор-белков в 
клетке опухоли и малом лимфоците. 

Статистический анализ полученных данных осущест-
вляли в программе STATISTICA 6.0. так как распределение 
им тороIIα и Ki-67 в аденокарциноме легкого было не-
параметрическим, то меру центральной тенденции пред-
ставляли в виде медианы (ме), а меру рассеяния в виде 
интерквартильного интервала (ии). распределение иП Ag-
Яор-белков в аденокарциноме легкого было параметриче-
ским, поэтому меру центральной тенденции представляли 
в виде среднего значения, а меру рассеяния в виде стан-
дартного отклонения. При проверке статистических гипо-
тез применяли непараметрические методы: U-тест манна-
Уитни (M-W), коэффициент корреляции рангов Спирмена 
(r). определяли общую скорректированную выживаемость 
больных за пятилетний период после операции, использо-
вали метод Каплана-мейера, логарифмический ранговый 
тест, регрессионную модель Кокса. Достоверность полу-
ченных критериев оценивали при р<0,05. 

результаты и обсуждение
результат иммуногистохимической окраски 

тороIIα и Ki-67 определялся в виде окрашива-
ния ядер клеток коричневого цвета, от светлого 
до темного оттенка (рис. 1(б, г)). результат окра-

Таблица 1.
ТороIIα в аденокарциноме легкого.

№
п/п Характеристика

Количество случаев ИМ ТороIIα

абс. % Mе (ии) M-W

1.
2.
3.

4.
5.

6.
7.
8.
9.

10.
11.
12.

13.
14.
15.

16.
17.

18.
19.

Первичная опухоль
Т 1
Т 2
Т 3
Наибольший размер
< 3 см
≥ 3 см
Лимфатические узлы
N 0 

N 1
N 2
N 3
Стадия
I
II
III
Дифференцировка
высокая
умеренная
низкая
ИП Ag-ЯОР-белков
низкий 
высокий
ИМ Ki-67 
низкий 
высокий

24
42
16

36
46

54
15
12
1

44
21
17

14
37
31

48
34

41
41

29
51
20

44
56

66
18
15
1

54
25
21

17
45
38

58
42

50
50

13 (4-20)
13 (6-22)
17 (10-24)

11 (4-18)
17 (8-25)

12 (4-19)
17 (8-24)
18 (6-27)
16

12 (4-20)
13 (8-19)
18 (8-24)

4 (3-8)
12 (7-22)
18 (12-28)

12 (4-18)
19 (10-26)

6 (3-12)
20 (16-29)

1-2: р=0,5
2-3: р=0,3
1-3: р=0,2

4-5: р=0,02

6-7: р=0,2
7-8: р=0,9
6-8: р=0,4

10-11: р=0,5
11-12: р=0,5
10-12: р=0,2

13-14: р˂0,001
14-15: р=0,08
13-15: р˂0,001

16-17: р=0,004

18-19: р˂0,001
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ски срезов азотнокислым серебром определялся 
в виде округлых гранул черного цвета (Ag-Яор-
белки), расположенных на фоне коричневого 
ядрышка или бледно-желтого ядра (рис. 1(в)). 

им тороIIα в аденокарциноме легкого со-
ставил 14% (6-21%). Данное значение считали 
пороговым, что согласуется с данными литера-
туры [8]. Соответственно, случаи с им тороIIα 
14% и более считались с высоким им тороIIα 
(+тороIIα), до 14%  — с низким (-тороIIα). им 
Ki-67 в аденокарциноме легкого составил 20% 
(10-38%). Данное значение считали пороговым, 
что согласуется с данными литературы [9]. Со-
ответственно, случаи с им Ki-67 20% и более 
считались с высоким им Ki-67 (+Ki-67), до 
20%  — с низким (-Ki-67). индекс площади Ag-
Яор-белков в аденокарциноме легкого составил 
6,01±1,82. По аналогии с оценкой им тороIIα и 
Ki-67, случаи с иП Ag-Яор-белков 6,01 и более 
считались с высоким иП Ag-Яор-белков (+Ag-
Яор), до 6,01  — с низким (-Ag-Яор).

результаты определения тороIIα в эпители-
альных клетках аденокарциномы легкого в свя-
зи с морфологическими параметрами опухоли, а 
также результаты сравнения между этими груп-
пами представлены в табл. 1. 

отмечалось последовательное увеличение 
им тороIIα в аденокарциноме легкого в группах 
т1, т2, т3 (показатель т), N0, N1, N2 (показа-
тель N), I, II, III (стадия заболевания), однако, 
статистически значимого отличия не было по-
лучено. Статистически значимые отличия им 
тороIIα получены в следующих группах: наи-
больший размер опухоли (до 3 см и более 3 см), 
дифференцировка (высокодифференцированная 
и умерено, низкодифференцированная опухоль), 
иП Ag-Яор-белков (низкий и высокий), им Ki-
67 (низкий и высокий). им тороIIα в адено-
карциноме легкого имел слабую корреляцию с 
наибольшим размером опухоли (r=0,25, р=0,02), 
дифференцировкой (r=0,33, р=0,002), с иП Ag-
Яор-белков (r=0,32, р=0,003) и выраженную 
корреляцию с им Ki-67 (r=0,88, р˂0,001). та-
ким образом, активность тороIIα увеличивается 
в процессе увеличения размера аденокарцино-
мы легкого. также в опухолях без солидизации 
(высокодифференцированные) по сравнению с 
опухолями с разной степенью солидизации (уме-
рено и низкодифференцированные) минимально 
содержание тороIIα. Вероятно, в процессе роста 
и снижении дифференцировки опухоли проис-
ходит увеличение активности тороIIα, связанное 

Рис. 1. Низкодифференцированная аденокарцинома легкого (а) с высоким содержанием ТороIIα (б), Ag-ЯОР-белков (в) и Ki-67 (г). а  — 
окраска гематоксилином и эозином, х200, б, г  — иммуногистохимический метод, х400, в  — окраска азотнокислым серебром, х1000.
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как с увеличением пролиферативной активности 
опухоли, так и с изменением функциональных 
процессов мутированной ДнК. найденная нами 
корреляция им тороIIα с активностью ядрыш-
ковых организаторов и, в большей степени, с 
антигеном Ki-67, подтверждает значимость ис-
следования тороIIα в качестве маркера проли-
феративной активности опухоли.

общая скорректированная выживаемость 
больных аденокарциномой легкого за 5-летний 
период после операции составила 32,6±5,7%. 
Выживаемость больных аденокарциномой лег-
кого имела статистически значимое отличие в 
зависимости от содержания тороIIα: с -тороIIα 
5-летняя выживаемость составила 48,6±9,2%, 
с +тороIIα – 17,9±6,1% (рис. 2а). В аденокар-
циноме легкого с  — тороIIα и + тороIIα вы-
живаемость больных имела статистически зна-
чимое отличие в зависимости от показателя т, 
наибольшего размера опухоли, показателя N, 
стадии заболевания и дифференцировки опухо-
ли (табл. 2). В последнем случае при +тороIIα 
отличия недостоверные в виду единичности на-
блюдений (2 случая высокодифференцированной 
аденокарциномы). на выживаемость больных 
аденокарциномой легкого с -тороIIα и +тороIIα 
оказывала влияние активность ядрышковых ор-
ганизаторов в клетках опухоли  — в одной и той 
же группе выживаемость выше при низком иП 
Ag-Яор-белков (табл. 2, рис. 2 (б, в)), что явля-
ется отражением связи активности ядрышковых 
организаторов с продолжительностью клеточно-
го цикла. Выживаемость больных аденокарци-
номой легкого с -тороIIα и +тороIIα не имела 
статистически значимого отличия в зависимости 
от им Ki-67, что связано с выраженной корре-
ляцией между им тороIIα и им Ki-67. таким 

Таблица 2.

Общая 5-летняя скорректированная выживаемость больных в зависимости от содержания ТороII¶ и клинико-морфологических 
параметров, ИП Ag-ЯОР-белков, ИМ Ki-67 в аденокарциноме легкого (логарифмический ранговый тест).

Характеристика - ТороIIî + ТороIIî

n выживаемость (%) р n выживаемость (%) р

Первичная опухоль 
Т 1 
Т 2-3
Наибольший размер 
< 3 см 
 ≥ 3 см
Лимфатические узлы 
N 0 
N 1-3
Стадия 
I 
II-III
Дифференцировка 
высокая 
умеренная-низкая
ИП Ag-ЯОР-белков 
низкий 
высокий
ИМ Ki-67 
низкий 
высокий

12
28

21
19

29
11

23
17

12
28

27
13

34
6

59,1±16,3
38,5±9,8

64,2±13,0
28,1±10,6

58,7±10,9
13,5±11,5

64,4±13,1
14,1±10,8

60,4±17,5
36,6±11,7

56,1±12,9
19,8±12,3

49,3±10,4
20,4±18,2

р=0,047

р=0,003

р=0,02

р=0,001

р=0,049

р=0,02

р=0,4

12
30

15
27

25
17

21
21

2
40

21
21

7
35

40,0±14,6
9,3±5,4   

31,1±12,4
10,6±6,1

30,1±9,5
5,9±5,7   

24,6±11,2
1,2±2,0   

    -
16,4±6,5

31,0±11,4
4,8±4,6   

34,3±18,7
11,9±11,8

р=0,004

р=0,01

р=0,0005

р=0,0003

р=0,5

р=0,0002

р=0,1

n – количество случаев.

образом, выживаемость больных аденокарцино-
мой легкого зависит как от содержания тороIIα, 
так и от клинико-морфологических параметров 
по системе TNM и иП Ag-Яор-белков.

При проведении одномерного (χ2=10,9, β=0,94, 
стандартная ошибка 0,29, р=0,001) и многомер-
ного (χ2=60,0, β=0,84, стандартная ошибка 0,38, 
р=0,03) регрессионного анализа только содер-
жание тороIIα в аденокарциноме легкого имело 
влияние на выживаемость больных. 

В нашем исследовании найдена выражен-
ная корреляция тороIIα с им Ki-67 в адено-
карциноме легкого, что согласуется с данными 
исследований рака легкого [16]. также найдена 
умеренная корреляция тороIIα с содержанием 
Ag-Яор-белков. меньшая степень корреляции 
тороIIα с содержанием Ag-Яор-белков, по срав-
нению с им Ki-67, связана с тем, что активность 
ядрышковых организаторов отражает продолжи-
тельность клеточного цикла, а им Ki-67, как и 
им тороIIα  — количество пролиферирующих 
клеток (пролиферативная активность). таким 
образом, тороIIα является маркером пролифера-
тивной активности при аденокарциноме легкого.

Содержание тороIIα в аденокарциноме легко-
го взаимосвязано с наибольшим размером и диф-
ференцировкой опухоли. Взаимосвязь тороIIα с 
клинико-морфологическими параметрами также 
показана в исследовании рака молочной железы 
[8]. однако, н.С. Erguden с соавт. [7] не нашли 
связи между содержанием тороIIα и клинико-
морфологическими параметрами при раке лег-
кого.

Выживаемость больных аденокарциномой 
легкого с -тороIIα достоверно выше по сравне-
нию с опухолями с +тороIIα. такая взаимосвязь 
содержания тороIIα с выживаемостью больных 
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вания пролиферации (исследование активности 
Ag-Яор-белков).

При проведении регрессионного анализа 
данных о клинико-морфологических параме-
трах (показатель т, наибольший размер опухо-
ли, показатель N, стадия, дифференцировка) и 
пролиферации (иП Ag-Яор-белков, им Ki-67, 
им тороIIα) только содержание тороIIα явля-
ется независимым фактором прогноза при аде-
нокарциноме легкого. S. Yan с соавт. [16] при 
исследовании рака легкого также показали, что 
содержание тороIIα является независимым фак-
тором прогноза. Вероятно, высокое содержание 
тороIIα отражает высокий пролиферативный по-
тенциал опухоли и нарушения в топологической 
сборке мутированной ДнК.

таким образом, определение содержания 
тороIIα во взаимосвязи с клинико-морфологи-
ческими параметрами и содержанием Ag-Яор-
белков имеет прогностическое значение при аде-
нокарциноме легкого.

Выводы

1. В аденокарциноме легкого содержание 
тороIIα имело связь с клинико-морфологиче-
скими параметрами (наибольший размер, диф-
ференцировка опухоли) и маркерами пролифе-
рации (Ag-Яор-белки, Ki-67).

2. Выживаемость больных аденокарциномой 
легкого с низким содержанием тороIIα лучше 
по сравнению с высоким содержанием тороIIα.

3. Выживаемость больных аденокарцино-
мой легкого зависит от взаимного содержания 
тороIIα и клинико-морфологических параметров 
(показатель т, наибольший размер опухоли, по-
казатель N, стадия, дифференцировка), маркеров 
пролиферации (Ag-Яор-белков).

4. Содержание тороIIα в аденокарциноме лег-
кого является независимым фактором прогноза.
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